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ABSTRAK 
Spermatozoa dari epididimis hewan yang sudah mati merupakan pilihan menarik untuk 
preservasi gamet jantan. Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh penyimpanan epididimis pada 
suhu 5 0C terhadap kualitas spermatozoa sapi Bali. Sebanyak 20 buah epididimis sapi Bali disimpan 
dalam refrigerator dengan suhu 5 oC, dialokasikan pada 4 lama penyimpanan yang berbeda yaitu 
kontrol, 24 jam, 48 jam, dan 72 jam. Peubah yang diamati meliputi motilitas, persentase hidup dan 
abnormalitas. Dari hasil penelitian ini didapatkan bahwa lama penyimpanan pada suhu 5 oC 
berpengaruh nyata (P<0,05) terhadap motilitas namun tidak mempengaruhi (P>0,05) persentase 
hidup dan abnormalitas. Motilitas turun pada 48 jam (62,23%) dan 72 jam (59,46%) dibandingkan 
kontrol (70,36%), sedangkan 24 jam (67,74%) tidak berbeda dengan kontrol. Dapat disimpulkan 
bahwa penyimpanan epididimis pada suhu 5 oC selama 72 jam mampu mempertahankan kualitas 
spermatozoa sapi Bali yang layak untuk inseminasi. 
Kata kunci: Preservasi, Spermatozoa, Epididimis, sapi Bali 
ABSTRACT 
Spermatozoa from epididymis of dead animals is a beneficial option for preserving male 
gametes. This study aimed to evaluate the effect of epididymis preservation at 5 oC on the quality of 
Bali cattle spermatozoa. Twenty epididymis of Bali cattle was stored in the refrigerator at 5 oC, 
allotted into four different storage time: control, 24 h, 48 h, and 72 h. The variables measured were 
motility, viability, and abnormality of spermatozoa. The results showed that storage period lowered 
(P<0.05) motility but had no significant effect (P>0.05) on viability and abnormality of spermatozoa. 
Motility was decreased in 48 h (62.23%) and 72 h (59.46%) compared to control (70.36%), whereas 
24 h (67.74%) was similar to control. In conclusion, epididymis storage at 5 oC for up to 72 h maintain 
the quality of Bali cattle spermatozoa that still suitable for insemination use. 
Keywords: preservation, spermatozoa, epididymis, Bali cattle 
______________________________________________________________________________ 
PENDAHULUAN 
Sapi Bali adalah hasil domestikasi 
langsung dari banteng liar,  merupakan bangsa 
sapi asli Indonesia  (Martojo, 2003). Sapi Bali 
mempunyai kemampuan untuk berkembang 
dengan baik pada kondisi lingkungan yang 
bervariasi dan kemampuan reproduksi yang  
tinggi (Hikmawaty et al., 2018). Populasi sapi 
potong di Indonesia adalah 17.050.000 ekor 
(Ditjen PKH 2018), kurang lebih 30% 
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diantaranya adalah sapi Bali.  Produktivitas 
sapi Bali dapat ditunjang dengan aplikasi 
teknologi reproduksi khususnya inseminasi 
buatan (IB).  
Konservasi spermatozoa fertil 
memegang kontribusi utama dalam 
pengembangan IB pada banyak spesies. Semen 
umumnya dikoleksi menggunakan vagina 
buatan pada spesies domestik dan 
menggunakan elektroejakulasi pada beberapa 
spesies hewan liar selanjutnya diencerkan 
dalam medium yang sesuai, dipreservasi pada 
suhu 5°C sampai 15°C atau dibekukan dan 
disimpan dalam nitrogen (Abella et al., 2015). 
Penyelamatan spermatozoa setelah kematian 
hewan atau spesimen genetik berharga 
meningkatkan penggunaan potensial gamet 
jantan (Vieira et al., 2013). Jumlah 
spermatozoa fertil dalam cauda epididimis 
mencapai 5-15 kali jumlah spermatozoa yang 
terdapat dalam ejakulat (Jones, 1998), 
spermatozoa epididimis dapat menjadi sumber 
utama spermatozoa hewan ternak bernilai 
genetik tinggi yang tak terlatih untuk dikoleksi 
dan hewan liar yang mati. Pada berbagai 
spesies hewan atau ternak, upaya 
penyelamatan sumberdaya genetik epididimis 
melalui pengolahan spermatozoa baik cair 
maupun beku serta penerapan IB dan fertilisasi 
in vitro  sudah banyak dicoba dengan hasil 
yang baik, di antaranya pada  kerbau belang 
(Rizal et al., 2007; Herdis et al., 2008), rusa 
(Hishinuma et al., 2003; Martinez-Pastor et al., 
2006), domba (Kaabi et al., 2003), sapi (Foote, 
2000), kuda (Vieira et al., 2012), dan bison 
(Krishnakumar et al., 2011). 
Daya fertilisasi spermatozoa pada semua 
mamalia dipengaruhi proses selama perjalanan 
melalui epididimis. Lingkungan epididimis 
adalah medium penyimpan yang efisien, dan 
pemahaman mengenai kondisi preservasinya 
meningkatkan upaya preservasi spermatozoa 
in vitro. Keuntungan utama penyimpanan 
spermatozoa epididimis pada suhu dingin 
adalah mencegah kerusakan terkait dengan 
pembekuan, memastikan viabilitas semen 
lebih tinggi (Crespilho et al., 2014).  Pada 
domba, viabilitas sperma dapat diperpanjang 
sampai 48 jam dengan refrigerasi, motilitas 
total turun mulai 24 jam setelah penyimpanan 
(Bergstein-Galan et al., 2018). Penelitian ini 
bertujuan mempelajari efek penyimpanan 
epididimis sapi Bali pada suhu 5°C terhadap 
kualitas spermatozoa. 
BAHAN DAN METODE 
Koleksi dan Penyimpanan Epididimis 
Testis diperoleh dari rumah potong 
hewan  dibawa untuk diproses lebih lanjut ke 
Laboratorium Reproduksi Fakultas Peternakan 
Universitas Jambi segera setelah disembelih. 
Epididimis dipisahkan dari testis, dibersihkan 
dengan aquades dan NaCl fisiologis masing-
masing tiga kali. Epididimis dimasukkan 
kedalam larutan NaCl fisiologis dan disimpan 
dengan lama  penyimpanan sesuai dengan 
perlakuan yaitu kontrol (tanpa penyimpanan), 
24 jam, 48 jam, dan 72 jam. Untuk masing-
masing perlakuan digunakan 5 buah 
epididimis. 
Koleksi Spermatozoa Epididimis 
Spermatozoa epididimis dikoleksi 
berdasarkan metode Rizal et al. (2007). 
Koleksi spermatozoa menggunakan kombinasi 
teknik penorehan, pembilasan, dan penekanan 
pada cauda epididimis menggunakan larutan 
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NaCl fisiologis, kemudian spermatozoa 
disedot menggunakan pipet eritrosit untuk 
diamati kualitasnya. 
Penilaian Kualitas Spermatozoa 
Pengukuran Motilitas 
Motilitas dihitung menggunakan metode 
estimasi (Junaedi et al. 2016) Motilitas 
spermatozoa diamati dengan cara meletakkan 
satu tetes semen ditambah 10 tetes NaCl 
fisiologis. Motilitas spermatozoa dihitung 
dengan estimasi dari lima lapang pandang, dan 
dinyatakan dalam persentase.  
Persentase hidup 
Penghitungan persentase spermatozoa 
hidup menggunakan pewarnaan eosin 
negrosin. Sebanyak 2 tetes larutan eosin 
negrosin ditempatkan pada gelas objek bersih, 
satu tetes semen dicampurkan ke dalam larutan 
eosin nigrosin, selanjutnya diulas memakai 
gelas objek lainnya. Perhitungan persentase 
hidup didasarkan atas perbandingan jumlah 
spermatozoa yang hidup (kepala tidak 
berwarna) dengan total spermatozoa yang 
dihitung. Jumlah total spermatozoa yang 
diamati minimal 200 setiap pengamatan. 
Abnormalitas Spermatozoa 
Abnormalitas adalah penyimpangan dari 
bentuk morfologi normal spermatozoa yang 
dapat menyebabkan penurunan daya 
fertilitanya. Penghitungan abnormalitas 
spermatozoa dilakukan menggunakan 
pewarnaan yang sama dengan spermatozoa 
hidup, didasarkan atas perbandingan jumlah 
spermatozoa abnormal dengan total 
spermatozoa yang dihitung. Jumlah 
spermatozoa yang dihitung minimal 200 setiap 
pengamatan.  
Analisis Data 
Data yang didapatkan dari setiap peubah 
yang diamati analisis dengan sidik ragam, Bila 
perlakuan berpengaruh nyata, dilakukan uji 
lanjut Duncan (Steel & Torrie, 1993). Proses 
penghitungan data menggunakan program 
SPSS. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Hasil penilaian rataan peubah yang diamati 
dalam pemeriksaan kualitas spermatozoa 
epididymis sapi Bali ditampilkan dalam Tabel. 1. 
Motilitas Spermatozoa 
Hasil pengamatan menunjukkan bahwa 
semakin lama penyimpanan epididimis 
menurunkan (P<0,05) motilitas spermatozoa. 
Penurunan motilitas spermatozoa epididimis dari 
70,36% pada 0 jam pemeriksaan sampai 59,46% 
pada penyimpanan 72 jam (Tabel 1). Penurunan 
motilitas secara signifikan terjadi setelah 
penyimpanan selama 48 jam, pada penyimpanan 
24 jam belum tejadi penurunan.  Studi pada 
domba menunjukkan bahwa refrigerasi 
mempertahankan viabilitas spermatozoa domba 
selama 48 jam tetapi motilitas menurun setelah 24 
jam (Bergstein-Galan et al., 2018), dapat 
digunakan untuk IB sampai 3 hari penyimpanan 
walaupun fertilitasnya juga menurun setelah 
penyimpanan selama 24 jam (O’Hara et al. 2010). 
Keuntungan utama dari penyimpanan sperma 
dalam suhu dingin dan kondisi cair mencegah 
kerusakan akibat pembekuan menjamin viabilitas 
yang lebih tinggi (Crespilho et al., 2014).
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Tabel 1. Rataan hasil lama penyimpanan terhadap kualitas spermatozoa epididimis 
Peubah 
Lama Penyimpanan Epididimis (jam) 
0 24 48 72 
Motilitas (%) 70,36a±4,13 67,74ab±2,02 62,23bc±4,73 59,46c±5,19 
Persentase Hidup (%) 72,00±4,54 71,26±4,17 69,30±3,68 67,30±3,75 
Abnormalitas (%) 11,72±3,14 12,90±2,18 14,52±2,39 14,90±4,01 
Keterangan: Superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0.05) 
Rizal et al. (2009) melaporkan persentase 
motilitas spermatozoa epididimis sapi Bali yaitu 
75,00% pada hari pertama dan mengalami 
penurunan mengikuti lama penyimpanan pada 
suhu 3-5℃, pada hari ketiga penyimpanan 
motilitasnya adalah 53,00%. Pada penelitian ini 
motilitas spermatozoa hari ketiga sebesar 59,46% 
dengan motilitas awal 70,36%. Hal ini diduga 
disebabkan oleh perbedaan metode penyimpanan 
yang digunakan. Pada penelitian Rizal (2009) 
spermatozoa terlebih dahulu dikoleksi dan semen 
diencerkan sebelum penyimpanan, sedangkan 
pada penelitian ini spermatozoa dikoleksi setelah 
dilakukan penyimpanan pada epididimis. 
Penyimpanan spermatozoa dalam epididimis 
menghasilkan motilitas yang lebih tinggi diduga 
karena efek preservasi dari cairan epididimis yang 
lebih baik dibandingkan larutan pengencer. 
Semen epididimis yang disimpan tanpa 
pengenceran mempunyai motilitas lebih tinggi 
dibandingkan menggunakan pengecer susu skim 
dan pengencer sintetik Bel24 yang dibuat untuk 
meningkatkan daya tahan spermatozoa domba 
pasca ejakulasi (Abella et al., 2015). Daya 
preservasi cairan epididimis juga dilaporkan pada 
mencit (Songasen et al. 1998), domba (Tamayo-
Canul et al., 2011), kuda (Viera et al., 2013) dan 
rusa (Hishinuma et al., 2003; Fernandes-Santos et 
al., 2009). 
Efek protektif cairan epididimis berkaitan 
dengan keberadaan beberapa sistem antioksidan 
(thioredoxin peroxidase, GPX5, glutathione S-
transferase P, and superoxide dismutase) serta 
inhibitor protease (α-1-antitrypsin, cystatin, eppin 
macroglobulin (Dacheux et al., 2009). Di dalam 
cairan epididimis juga terdapat senyawa 
antimikroba aktif seperti lactoferrin (Jin et al., 
1997) dan beberapa β-defensins (Hall et al., 
2007). 
Penurunan motilitas spermatozoa setelah 
penyimpanan selama 48 jam pada penelitian ini 
diduga disebabkan oleh proses degenerasi tubuli 
epididimis. Degenerasi tubuli dimulai 18 jam 
setelah kematian pada tikus (Songasen et al., 
1998).  Degenerasi jaringan dan autolisis sel 
menyebabkan peningkatan reactive oxygen 
species (ROS) di lingkungan epididimis. 
Konsentrasi ROS yang tinggi berkaitan dengan 
peningkatan peroksidasi lipid yang meningkat di 
membran plasma spermatozoa dan menurunkan 
viabilitas spermatozoa (Scherle et al., 2011). 
Diduga kerusakan pada tubuli epididimis akibat 
proses degenerasi yang mulai terjadi setelah 48 
jam berdampak penurunan fungsi membran 
plasma yang mengganggu fungsi motilitas 
sebagian spermatozoa yang hidup Kerusakan 
membran plasma menyebabkan kemampuan 
gerak spermatozoa menurun karena keberadaan 
membran plasma sangat penting dalam motilitas. 
Membran ini memisahkan lingkungan 
intraseluler dan ekstraseluler, memediasi interaksi 
sel motil dengan lingkungannya. Membran 
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plasma merupakan platform dinamis untuk 
lokalisasi macam-macam komponen yang secara 
aktif berpartisipasi dalam seluruh aspek proses 
motilitas mencakup pembentukan tenaga, 
perlekatan, signaling dan regulasi (Keren, 2011).  
Motilitas spermatozoa setelah 
penyimpanan epididimis selama 72 jam adalah 
56,46%. Angka ini lebih tinggi dari nilai 
minimum motilitas yang disyaratkan untuk IB 
sebesar 40% (Arifiantini, 2004). Dengan 
demikian, spermatozoa yang dikoleksi dari 
epididimis ini masih layak digunakan untuk 
aplikasi IB atau fertilisasi in vitro. 
Persentase Hidup Spermatozoa 
Penentuan spermatozoa hidup atau mati 
didasarkan pada pengamatan bagian kepala 
spermatozoa, pada spermatozoa yang hidup 
(membran utuh) kepala tidak menyerap warna, 
spermatozoa yang mati (membran tak utuh) 
menyerap warna. Persentase spermatozoa hidup 
epididimis sapi Bali pada perlakuan 0, 24, 48, dan 
72 jam masing-masing adalah 67,00%; 66,00%; 
63,30%; dan 61,30% (Tabel). Penyimpanan 
epididimis selama 72 jam pada suhu 5oC tidak 
berpengaruh nyata terhadap persentase hidup 
spermatozoa (P>0,05). Hasil senada dilaporkan 
peneliti lain pada mencit (Kaneko et al. 2009), 
sapi PO (Solihati et al. 2007), sapi Bali (Rizal, 
2009), kambing (Hamdan et al. 2010), dan domba 
(Bergstein-Galan et al. 2018).   
Pada penelitian ini terjadi penurunan 
motilitas secara signifikan setelah penyimpanan 
selama 48 jam, sedangkan persentase hidup tidak 
berbeda. Artinya, terdapat sebagian spermatozoa 
yang hidup tetapi tidak motil yang jumlahnya 
cenderung meningkat seiring lama penyimpanan. 
Penelitian lain menyimpulkan bahwa 
penyimpanan spermatozoa pada suhu 5℃ 
meningkatkan daya tahan dan mempertahankan 
fertilitas spermatozoa (Kaneko et al., 2009) tetapi 
lama penyimpanan mempengaruhi motilitas dan 
viabilitas spermatozoa (Sariozkan et al., 2014).  
Fungsi motilitas tergantung pada cAMP 
intraseluler yang dihasilkan adenylyl cyclase, dan 
pada fosforilasi protein berikutnya mencakup 
protein kinase A serta banyak protein 
terfosforilasi lainnya (Esseltine & Scott, 2013; 
Perino et al., 2012). Xia et al. (2007) melaporkan 
bahwa dalam cairan epididimis terdapat [HCO3-] 
and [Ca2+] yang dapat secara langsung 
mengontrol konsentrasi cAMP intraseluler dalam 
spermatozoa yang mengaktivasi fosforilasi 
protein dan motilitas. Proses biologi molekuler 
untuk menimbulkan motilitas spermatozoa 
tersebut melibatkan lingkungan intraseluler dan 
ekstraseluler yang dimediasi oleh membran 
plasma.  
Abnormalitas Spermatozoa 
Tolok ukur abnormalitas spermatozoa 
didasarkan pada morfologinya. Abnormalitas 
spermatozoa pada kontrol, 24 jam, 48 jam, dan 72 
jam adalah 11,72%, 12,90%, 14,52%, dan 
14,90%. Penyimpanan epididimis pada suhu 5 ℃ 
tidak berpengaruh nyata terhadap abnormalitas 
spermatozoa sapi Bali (P>0,05). Hal ini 
menunjukkan bahwa penyimpanan pada suhu 
5℃ selama 72 jam tidak berdampak terhadap 
kerusakan morfologi spermatozoa. Kerusakan 
struktur spermatozoa yang diduga terjadi selama 
proses penyimpanan tidak mengubah morfologi 
spermatozoa, sehingga persentase abnormalitas 
tidak terpengaruh.  
Tingkat abnormalitas morfologi 8–10% 
tidak mempunyai pengaruh yang berarti bagi 
fertilitas, tetapi abnormalitas lebih dari 25% dari 
satu ejakulat menyebabkan penurunan fertilitas 
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(Bearden & Fuquay, 1997). Standar mutu semen 
untuk IB, abnormalitas spermatozoa maksimum 
20% (Arifiantini, 2004), sehingga spermatozoa 
ini memenuhi syarat untuk IB dilihat dari sisi 
abnormalitasnya. 
KESIMPULAN  
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat 
disimpulkan bahwa penyimpanan epididimis 
pada suhu 5℃ selama 72 jam mampu 
mempertahankan kualitas spermatozoa sapi 
Bali yang masih layak digunakan untuk 
inseminasi. 
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